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Die folgendon Angabon sind dan vom Anmeldor eingerefchten Untorlagen entnomman 

® Rekombinante Aliergene aus der Motte Plodi8 interpunctella 

© Die Erfindung betrifft rekombinante Aliergene p40 <Ar- 
gininkinBse), p33 (Tropomyosin), pB4 (Arylphorin) und 
p27 (erne Oxidoreduktase) aus der Dorrobstmotte Plodia 
interpunctella, deren Fragmente und abgeleltete rekom- 
binante DNA-Molekule, Vfektoren und Wirtszellen, die die- 
se rekombinanten DNA-MoJekGle enthalten, sowie dia- 
gnostische und therapeutische Anwendungen der be- 
schriebenen Aliergene und Fragmente, 
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[0001] Die voigestellte Erfindung befaBt sich insbesondere mil dem Problem der alleigischen Reaktion auf Invertebra- 
tenproteine amBeispiel der AUeigie gegen Proteine aus der D&robstmctte Plodia inteipunctella. Sie bescbreibtiekom- 
binante Molekttle, die von vier Allergenen dieser Spezies abgelritet sind und ihre Anwendung filr Diagnose und Tbera- 
pie von Allergien und die Deteklion von AUeigeneo in der Umwelt des Meoschen. 

Hintergiund der Erfindung 

[0002] Bis zu 20% der Bevolkerung der Industriestaaten leiden unter Typ I alleigischen Symptomen (Rhinitis. Kon- 
JUn r^ V1 ^ b S^ ka ^ ha i? (MyWn0to * * ' ^ Bei der Typ I AUergie bindet das Allergen an Ig&Anfikerpa 
"J! ^12 ^ fn 00 MaSt2eUen - Das & te m <*» hochafflnen FceBI-Rezeptoien gebunden, die durchdie zusatS- 
che Bindung , der AUergene quervemetzt werden und damitder Mastzelle signalisieien, biologiscbe Medialoren wie zum 
Bmspiell ffittoi fimzusetzen (Segal et aL. 1977). In den veigangenen Jahren ist gezeigt warden, daB Allen*** meist 
wasserlosbche Proteine sind, die in vielen Fallen in rekombinanter Form erzeugt werden konnen (Kraft el aL 1999) 
Nocb vor wenigen Jahren wurde ausscblieBlich speziesspezifische Allegiediagnostik betrieben, bei der Gesaratextrakte 
natuAcber Alfe^enquelfen z. B. von Pollen oder Heibaarextrakte als Antigen eingesetzt wurden. Diese Extrakte sind 
biocbemisch mcht genau defimert, manchmalfbhlen wichtige allenjeneKomponenten. Deshalb wiidindeo vereaneenen 

«. J 8 ^* 2 ^^"^^™ 6 ^^^ "componentiesolveddiagnosU^mitlDlfe 

20 von gut definierten,rekombmanten Alleigenen eingefuhrt(ValentaetaL, 1999) 

[0003] Wahrend die Allergeoe aufierhalb des Hauses meist mil Pflanzenpollen assoziiert sind, kommenimHausmehr 
AUe^ene ausjneren vor sowohl von SchSdlingen als auch von Haustiemn. Bei den SchSdlingen steht als Alleigenquelle 

^i^^Tn Je ' 61 ? S ff ment f : Prr 8 * ^ S™*' 1999) 80 rater SteUe - Besonders in den USA ist me KOcheo- 
,« flU8e "° S f! ™ cb AU «BenqueUe wichtig (Rosenslreich et aL, 1997; von Wjnen et aL, 1997). Von 

Wne * e * e rekomtnn^ter Alle.geDe bekannt (Anuda et at, 1995; Thomas und Smith, 19991. Eine zusStzB- 
che AUe^enquelle un Haus and Scmmmelpdze, von denan in den letzten Jahren ebenfalls mehiere allemene Komno- 
nentencharaktensiert und fur die Diagnostik eingesetzt wurden (UngeretaL 1999) 

[0004] Diese Erfindung befaBt rich mil einer bisber kaum untersuchten AlletgenqueUe im hSuslichen Bereich den 
» t^" ^ " UD1 Um Bchte SchmetterUnge O^doptera). Die hJJ£X£ 

KEIT"^ ^ ?T bStm °f' ^ englischen SP"*!*™"* "Indian meal m£h' und Itaeolabisseliella, die 
^™°"f; , W * bl T l0tb tf moth - P 16 vortiegende Erfindung bezieht sich auf E interpunctella, aUerdings smd die 
v«Kchiedenen Mottenarten nab verwandt und deshalb ist zu erwarten, daB die Alletgene der verscMedenen Mottenarteo 
TJ^rt' s ^ d : Die Dtoobsta »^ ^ ein NahrungsmittelpumsiUie wird hauplsachbch inZlSZ 
gefunden und befallt tiockeoe Nahrungsnrittel wie Niisse, Ddnobst, Scbokolade, lifer, MakraeM, Muesli EsTird ver- 
mutet, daB die Dorrobstmotte aus Sudamerika stammt Sie ist der haufiste NahrungsimnelschSdUng Jeriklnl 
£h^^ ^ l9 " V ° m ^P*™™ °f Environment He^Ky^5S£ 
A^n^ S ^^ dM ^° n ^ J . g r 8hlt (^//www.uos.harvarf.edu/ehsAot.topics/pom meal moth.hnil 
Auch m den deutschen I&ushalten ,st die Donobstmotte haufig (zum Bdspiel: ^tsschSdling Nz 1: die DBrrobsi- 
S™nL7 K»««J? ^9. Mai 1997, von Michael Wtegert- Wegener). AbgestorbeneSS, 

sSSSSh^JS?" °^ ^ Hauss,aub ^ Staubsauget Dieser stcBtgnrte Mengen von winrigen 

^ ^ f roteM,e dBr l^kteo und damit potentielto Allege enthalten 

2hS - Jk^ i^S 'Tf m AU£rgm aus i '8 endeiner Mottenspezies die Struktur aufgeklSit worfen. Aufietdem 
gibt es nocb kerne Pubhkauon in der gesamten medizimschen Literatur (Medline), die rich mifder D6rrobstn»aeiS 
"T"^ 8 T™"®* beschsfli 8 t - D«^ch gibt es dne kleine Zahl von PubUkationen, die ^SSSS^S, 
T^JTT, ^T/^I ^ r BaW ° und ("88) charakteririert EznX ^2S5l2SK 

^Sht^,^ ^demx^emn^la bisselliella) mit IgBImmunoblots, .othMlt jedoch keine PrimtetrX 
S3S^.^£ ^oneo benchten Ober alletgische Reaktionen gegen Molten oder Seidenraupen bei bemflicher Ex- 
% ^ mt J S f ldenrau P en (Komase et aL 1997, Suzuki et aL, 1995, Wmg et ^1994), verschiedenw 
Sdtonetterlmgen (Davis and Jenkins 1995), oder Mehlmotten (Storms et aL, 1981) 

T5 ^^g^ Erfindung stellt vier lekombinante Allagene aus der wichtigsten Nahmngsmittelmotte ftlr ver- 
^hie^medizmischKhagnosnscbe, umweltanalytische und therapeutische Zwecke zur \ferfflgung. 
^P 71 i^ 010 ? 6 <to vier beschriebenen Allergeoe sind in verschiedenen Spezies in derVcrgangenbeit bereits unter- 
^m^S; SS ^.1 ^ ^^^Ttaponiyosine, Arylphorine und eine Painuie von Oxidomduk^n. 
ST gU L b !^. hn ? beQ Bt 1 999 > und ««* 20,11 Arylpborin als Alfenjen bei Scbaben 

Ki!^ ^ 65 CmC ?" blika,3on (Wu et aL, 1 996). In der Literatur sind auchschon cinkeRedox-E^™e 

DScbsten ist «iie bakterielle Qukose-l-Dehydrogenase (n4»o et aL, 1992) welche selbst 

mcht ah : Altegen bekannt ist Die Argininkinase ist hingegen nocb nicht als Allergen identifiziert wS S wcm fa 
«> ScSSc^l" f 1 ^ ^^.^nacias fissur^xidsequenzen veS^chi Zln, 

tZSTSf^SFV? Aiginmfanasen anderer Spezies aufweisen (Lin et aL, 1993). Diese Ahnlichkeiten wurden 
SSSJSSS^?" •""I ^S!"^ AnP"^^ ^ «*• Enzym, das in Muskeln von Invertebmten 
Argmmphosphat als Bn el gie-Reservestoff bUdet (Wyss et aL, 1995). Auch bei Insekten wurde die Argininkinase in ihrer 

^^nH f8e ^^ harSk l UndMalC62ka ' im ' ^"gsnie als Alleigen beschrieben^ 
« LmS ^ B ^ de , B SS' 1,8 ^ 8uf der Erkeontnis ' ^ Donobstmotte, die in unseren W,hnungen sehr 
65 haufig als Nahrungsimuekchadhngauftriu, auch eine AlletgenqueUe darstellen kann. Etwa die Halfte to unScK 

P^teuse^n wiesen IgBgegen Mottenalle.gene auf. Die Erfindung stellt molekular genau defimerte ZTm 

3St^'^T MS ? SPa . ^ P33 CTropomyiin), p84 S3"p" 

(Ozidoreduktase) abgeleitet and und einerseits eine exakt definierte und einfache in vitro und invivo Diagn^eund The- 
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rapie der Allergie gegen Motten ermSglichen, andererseits den Nachweis von Mottenproteinen in Ptoben aus Haushalt, 

^ Bctricb * Mc Bczcichnungcn der Allergene crfolgcn in Anlchnung an ihrc Molekulargewichte in kDa. 
[0009] Das Allergen p40 ist flberdies ein neues Panallergen von wiibellosen Heren, das auch in der Hausstaubmilbe, in 
der Schabe und in Meeresfriichten gefimden wild und in diesen Spezies immunologisch verwandt mit p40 aus der Motte 
ist So ist es denkbar, daB man sich durch den Kontakt mit Motten oder Milben sensibilisiert und in der Folge eine Nan- 5 
rungsmittelaUergie gegen Meerestruchte entwickelt Fur die Untersuchung einer solchen Kreuzsenribwsierumr konnen 
das rekombinante p40 oder nahe verwandte MolekOle eingesetzt werden. 

Beschreibung der Erfindung 

[0010] Die Erfindung betriffi eine Nukleins^ure, kodierend fiir ein allergenes Polypeptid, umfassend *° 

(a) eine der in SEQ ID No. 1, 3, 5 oder7 dargesteUten Sequenzen oder ein Fragment davon, welches fur eine aller- 
gene Determinant© davon kodiert 

(b) ejne von einer Sequenz gemSB (a) auf Grand einer Degeneration des genetischen Codes abweichende Sequent is 

(c) eine Sequenz mit einer Identitat > 80% zu einer der Sequenzen unter (a) und/oder (b) oder 

(d^eine Sequenz, die mit einer der Sequenzen gemSB (a), (b) und/oder (c) unter stringenten Bedingungen hybridi- 

sowie eine Nukleinsaure, umfassend einen Bereich, der fur ein Polypeptid mit einer in SEQ ID No 2 4 6 oder S 
dargestellten Sequenz kodiert. * ' „ 

20 

[0011] EinersterAspektderEifindungsindidcon^^ ^ 
Polypeptide todicren, die die Antigenitat der AUeigene p40, p33, p84 oder p27 besitzen und aus Arthropoden isoliert 
sind, oder Nukleoddsequenzen (II), die mit solchen Nukleotidsequenzen (I) unter hochstringenten Bedingungen hybridi- 

D» rekombinanten DNA-MolekOle umfessen auch degenerierte Varianten dieser Nukleotidsequaizen 
[0012] Die rekomhinanteo DNA-Mblekfile konnen auch Nukleotidsequenzen enthaiten, die fiir Polypeptide kodieren. 
die andgene IfreuzreaktiviUt und einen hohen Grad von Identitat (vorzugswcise > 50%, insbesondereT 60 % oder > 
75%) nut den AUergenen p40 p33, p84 und p27 aus Arthropoden besitzen, die in der Abb. 3-6 angegeben sind. Die Be- 
mchnungeo p40, P 33, p84 und p27 beziehen sich auf die Molekutugewichte der Polypeptide in kDa 
[0013] Der Amriruck "Hybridisierung unter hochstringenten Bedingungen" gemaB der vorliegenden Erfindung wird 
wieta&ambrooketal. (Molecular Clonmg: A Oratory Manual, Cold Spring H^^ 

I^u^l en «? ^ B c eVOl f U8, . be8, anc no^ngente Hybridisierung gemaB der vorliegenden Erfindung von wenn 
ZiZ^ fai , 1 ^'^ t l X ^r 10 ' 1 * SDS tei 50-C, bevomigtbei 55X,mehr bevorzugt bei 
meisten bevorzugt bei 68^ und mehr bevorzugt fiir 1 Stunde bei 0,2 X SSC und 0.1% SDS bei 50°C, bevorzugt bei 
wito^n ° IZUgt "* bcvora, 8t bei 68°C noch ein positives Hybridisienmgssignal beobachtet 35 

[00M] Der Ausdruck "IdentitSt", wie hierin verwendet, kann durch die Gleichung I(%) = [1 - V/X] x 100 definieit 

P40.p33, p27 oder p84 ist und V die Anzahl an davon abweichenden Nukleobasen der zu veigleichenden Sequenzen ist 
1 ™ S] M Em zw " ter ** Effindung sind rekombinante Expressionsvektoten oder rekombinante Klonierungssy- 40 
knOpfi ist 8,116 BxprBsnonskontroUs8 q uen2 aufweisen, die operativ mit einem der oben beschriebenen Mokkfile ver- 

[0016] Ein dritter Aspekt der Erfindung ist eine Winszelle, die mit einem rekombinanten Molekfll oder einem Vektor 
nach dem ersten oder zweiten Aspekt der Erfindung transfonniert ist. 

[0017] Ein viW Asp^t derErfliKlung istein rekombinantes oder synthetiscfaes Protein oder Polypeptid, das antieene 4S 
Eptopeto p40 P 33, p84 oder p27 MolekOle besitzt, die in den AminosSuresequenzen von Abb. 3-6 enthSten rind Das 
&^ r / S^T-^r 1 eincm weitcren hcterologen Polypeptid wie einer zeUulosebindenden Domane, 
f^^T , Olutotmon-S-Transferase oder ugendeinem anderen Polypeptid fusioniert sein, das in prokaryon- 
hschen oder eukaryonnschen Zellen bzprimiert werden kann. Das Protein oder Polypeptid, das mit p40 P 33 p84 oder 
p27 kreuziealdivist.kanndabei nrit analytisch nachweisbaren Gruppen odernrit wasserloslicfcen oder wa^LuniMlichen so 
Phasen konjugiert sein die fiir die Durchflihrung des Nachweises von Antikorpem wie zum Beispiel IgA, IstJD IeE IeG 
^^ 8 ^ gn ^ <L Aspekten ^Erfindung, die sich mit in vitro Diagnostik befassei (siehe un^X tonnlm 
die Peptide der Erfindung a) an eine wasserunlosliche Phase durch phyakalische Adsorption oder eine kovalente Bin- 
Z£f 5 kovalent m einB analytisch nachwdsbare Gruppe (Markierung) gekoppelt sein 

[0018] Ehe erfindungsgemaBen Polypeptide oder Fragmente davon, welche anugene Determinanten enthaiten, konnen ss 
als Immunogene zur HosteUung von Antikorpem eingesetzt werden. Zur HeisteUung von fur die aUemenen Determi- 
nanten spezifischen Anhk&pem kdnnen Standaidprotokolle herangezogen werdea Die Antikoiper kfinnen dann z B 
zum Nachweis von Alleigenen und/oder zur Tlierapie veiwendet werden. ' ' 

E! • Die „ E f ndun | unifaBt wdterhin eine pharmazeutische Zusammenselzung, umfassend eine NukleinsSure, einen 
Vektor, eineZelle, on Polypeptid oder einen Antikotper; wie hierin definiert, als Wirkstoff. Die pbarmazeutischeZusam- 60 
mensetzung kann phamuBeutisch annehmbare HilfsstofiFe sowie ggf. weitere Wiikrtoffe enthaiten. Die pharmazeutische 
asammen^teung kann fiir diagnostische oder/und tberapeutische Zwecke verwendet werden, insbesondere fiir Theia- 
pie oder/und Diagnose von allergischen Erkrankungen. 

^L^ r if nftC ASP ?" S Erfi f dung isl eine ' m vitro Mettode der Diagnose von AUeigie gegen Arthropodenpio- 
ten^me me humora^en Andkeiperbcsnmmt, diegeg M 

smdmeistens gegen Insekten gerichtet Die relevant™ Antikorper sind meistens von der IgE Klasse, aber auch IgG-An- 
^rperktoen wichnge Information fiber die AUeigie liefem. Im Nonnalfall umfaBt meTMethod; den Kontakt einer 
KorperflOssigkat aus einem Panentcn mit einem Polypeptid der Erfindung. Die MengenverhSltnisse und Bedingungen 
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ZST nr^ftf \ i T nk ° ,n f leX A e "T^*"? dEm m yW M und Antik&pem in der Robe in einer Menge 
sic^ b^lmniM Meth™3™ < c> n *^ ^■ en S^ der Anukoiper in der Probe ist. Der Immunkomplex wind dann mit einer der an 
Prfn* ^ gen*asen. Etwas spezifischer ausgedrflckt, eine bevoizugtc Methode des fimften Aspekts der 

5 SS^Sf, ^ danr^eme R, *° K8Terfla»igkdt, die zum Beispiel IgE-Antikfirper eothalt, mit eirila, Poly- 
S^T^,"? T m ^Antikorper * Kontakt zu bringen, sodaB sichein IgE-Polypeptid-Anti-S- 
k3.^T P i C , X T iSt - CDtWCder *» P ° lypCptid der A„ti-IgE-Antikorp£an einTrWte Phased 

! ^ lm ^1«ffer gefffllt werden kann, so dafi der Immunkomplex von deraTestpuf- 

b3?^^ ana ^^bonsscbritt kann in diesen Vuianten enter Verwendung einer analytisch nachwrfs- 
,o F^TT^^"^ ^fthrt weiden, die eotweder kovalent an den IgE-Antiko^er gekoppelt ist (in diesem 

n^ A^^A?^;^^ 6 ^ bCStimmt WeBfcD ^ dann "W ** And-IgE-AXper oiXi- 
Em sechster Ajekt der Erfindung ist eine Methode, die, voizugsweise in vitro, eine zelluliire Reaktion, insbe- 
sondereemelmmumeaknon, auf dasPolypepud derErfmdung miBt undein rekombinantes «fer wnthetische. 
£Ta? ^ C ^ besch ri*" ve ™™**. diezeUulareReaktion, insbesondere dielmnTurnxaktioTzuS 

S,?n ™^^T SSC ^ h ^ F ? SetZUng Von M^diatoien, wie zum Beispiel dem eosinopbilen Imtionischen 
Protein. Die Proben, die in den oben beschrieben Methodcn verwendet werden, sind meistens aus Blut gewonnen. wie 
zum Beispiel hepanmsiertcm VbUblut, Serum oder Plasma. gewonnen, wie 

Kit S'^T.W^^f 1 ? rtn ^ Ung «°* P 40 Allergen und besteht darin, dutch Messung der Enzym- 

r*^,'' 40 Allergens und semer Homologen, der Argininkinaseaktivitat (EC 2.7.3.3), das VbmandenLin von Ar- 

SlSSr^ a P ^?- ^ 8 MenscbeQ 20 ~> beiUsweise ta Staubpr^aTH^n* 

^SI^It^ ^ a ^^-i 6 rc L Veniible Umwand m"8 von L-Argimn und AdenosinuiphcSiat 
Um£«2 ^ i^T* "u* Adenosmdipbosphat (ADP). Pur meMessung der A^mmkinaseaktivitatsiLin der 
SST Stai,daidmelhodeo ^hneben, die zum Beispiel das entstehende Produkt ADPindirekt messen^Anirike et £ 

H""^ Aspeta der Erfindung besteht darin, mit Hilfe eines Immunoassays das Nforhandensein der p40, p33 
CSf ?««**« » *°t«n aus der Umwelt des Menschen zu messen, beisSwdse k 

X^erT^ 8 ? ±T ^l be "- DW lmnUnaSsa y besteht ^n, daB ™° «»en monoklon Jen %££Z 2 
der Maus, der nach Standaidmethoden gegen eines der Polypeptide der Erfindung gewonnen wild oder ein aXcX 
aus emern Wirbeltier, wie zum Beispiel, Xaninchen, Ziege, Schaf, Huhn, das gegen dnestopKtide der eSZ 

refneSel^iSS^ ^ ^ Antiserum typischerweise kovalent oder nichtkovalent 

^..w^Vt 8 * e . Umwelt P robe ™l »n wassriger LSsung oder in einem polaren LosunRsmittel aelSst 

angeboten. Nacheinem Waschsehritt wird das gebundene p40, p33, p84 odlr p27 Allergen oto^eHomoS mit ef 
^TT' i non ° kl0nalen Antikeiper oder einem Antiserum detektiert Homologen mtt ei- 

zTausS^I^ 1 ^ ^ iD i esondere ein P^O-Homologes aus einer beliebigen Spezies, besonders bevor- 
uXs^Sm^^^^T beV0KUgt 81,8 Hausstaubmilbe, ein P 33-Homolog« aus einer Schmetterlingsart, 
euSSmow'^^ Homologes aus emer whteUosen Spezies, insbesondere einer Schmetterlingsart ode^mS 
Tool* ft?l°f n ? a T^^ lg J en S P ezi£S ' ksbesondare von einer Arthropodenart bestimmt weiden. 
SSL ^ Aspeta der Erfindung besteht darin, aus dem synthetischen Xrekombinanten Polypeptid der Er- 

$7 3 ^t^' ^ ^ *yP«*™™™>e ammunomerapie) von Patienten J^en 
pw, P«, p84 oder p27 oder deren Homologen eingesetzt werden kann. 

2dS2tt ^ ^ 801,416 ^g^nte oder OfeUpeptide oder Multimere des Poly- 

P^tidsderE^ung berzustelleo, die zwar ein oder mehrere Epitope, insbesondere IgEJgG oder/und IeA-ErritoDe der 
p40 P 33 p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen enthalten abcrnicht oder nV k frinem eta E e2l3niten 

Tu TmI^YTTt ^T 00 ^ Multimerc Cines Aa **™ wirkelSls^S^SSk- 

^ch als^ Monomert > Ig(j »"d IgA-Epitope kannen eine geringem anaphylaktische Wirkung als IgE-Epitope auSm. 

Sn^^l Pff ^.^^ k0nnen ^ ™ Arzneimittel entwickelt weLn, d^s S3er zu^paSt 

Z-^^-, Effektororgans emgesetzt werden (Nase, Conjunctiva. Lunge), urn einer Freisetzung von MedB^oren 

[0027] Bin wdterer Aspekt der Erfindung betriffl ein diagnostisches NBttel zum Nach weis einer AUeirie bei einem P^ 

Z ™ ^ lypCptid °^ Cinen Anlikoiper wie oben beschrieben. en thX ^ 
SfttJS Jf° ""^ ^g^den Erfindung ist es moglich, eine speziesspezifische AUemiediaEnostik 
unto Verwendung ein^ Motte, insbesondere der Donobstmotte zu Wiben. Hierzu k6m»n & SZT 
bakto davon, wie etwa Gesamtextrakte oder einzelne Bestandteile, insbesondere in Fm^THStLv 
m S 1 e ' D ? all f IBisChen Realai00 . beispielsweise als Antigen eingesetzt wS. ^ ^ 

60 [0029] .^f 1560 ^ es ^ ch L ra8 8 Iich ' einc komponentenspezifische AUe^iediagnostik durchzufilhren, in dem Proben 
auf die e^nzelrien,^ be^hriebenen Alkagene untersucht werden. In diLm ZuLnmenh^t^ 
^T"w aSe ' lns ^ ndere ™ s M °«° °der aus einer Milbe, beispielsweise der Hausstaubmi^ ™Z„2 

65 [ ^? ] /. Uf °T d hierin P^ttoeo Ergebnisse kann eine Argininkinase zur HersteUunn ernes Arzneimittel, 
AtSen^SL^ ™ V ° n Edoankungen™^ IiTb^ 

ttTSf ^^f' ^ Wer2u dne Argininkinase aus einem Arthropoden, insbesondere ™ 

Motte Oder aus Milbe, z. B. Hausstaubnnlbe eingesetzt bzw. ein Test auf das Vbrhandensein einersolchen SS,^ 
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durchgefUhrt. Bei der Aigininkinase handelt es rich bevoizugt um p40 oder eine Aigininkinase, die zu p40 eine Identity 
k^nS." 1 > bev0BEU 8 t > 70% und am meistcn bevorzugt > 80%, aufweist und bevoraigt mil p40 

^L^lf^,^^ 6 ' dD6 breile Ve ^cndung der erfindungsgemaB gefiindenen Allien und der 

^ 1 < ^ Bre ^ J NuldelI,SaUren 3Uf '■"di^h^agnostbchem, umwelt^alytischem und therepeutischem Gebiet. 
zeigetr Erfindung ^ durch * e fol 8«dcn Beispiele und die beigefugten Figuren weitcr eriautext Die Figuren 

JT* Jf Inimuiwblobtrafdien nrit (fesamtextrakt aus Larven der Dfinobstmotte, untersucbt auf IgB in den Se- 
T,ii , tlenteo alle^ischeo Beschwerden in IrmeniSumen (H1-H90, jeweikobererTtil). Imjeweils unteren 

Ufedwurden Immunobloisireifchen mil rekombinantem p40 Allergen mit Hexahistidintag mit deaselben Seren geprobt 

^ * ? mnunobl ^ , ^ ifchen ™t Gesamtextrakt aus Larven der D&robstmotte (jeweils obererlbil), untosucht 
"£55™ ZiST? ^ ^T^, ^ aUergischEn B^hwerfen in InnenrMumen plus atopischer Dermatitis (AH1 
^nTmi^ w C ° °2 P °^ aUe '5 ,e ^egebene Beschwerden im Haus (P1-P20) und von Normalpersonm 
iJT unteren Tfefl wurden Immunoblotstteifcben mit rekombinantem p40 Allien mit HexahiST 

SrpSteuf™^^ 
Ei^ilf ^ (SEQIDNa 5) ^ ^ ^geleiteteProteinsequenz (SEQ ID No. 6) des Allergens p84 aus Plo- 

[0039] Fig. 7: IgE-Immunoblot. Streifchen mit rekombinantem p40 Fusionsprotein mit eincr Zellulose-bindenden Do- 
SZE a^egX„ AUSWahl to ^ beSChriebeneD *« ^t. AufL rechten SeSd^e SSanS 
[0040] Ffe.8:Sofortlypn^onenbeimHaute^ ^ 

a ^!^' b l i ^ m moacnallergiscben Patienten AH11. Keinc Hautreaktivitat auf Konzentrationeo Nr. 10 und 9. 
Qaddeln und Rotung bei den Xonzentrationen Nr. 8 (3. 12 ng/ui) bis Nr. 5 (25 ng/ul). Die boheren Konzentramwen 
SSrSS^- 6 (Histammd*^ (jSSSfS 

l r ^^. ssr^^sfgS patienten ' starke und »^ * *■ *»■ 

SSSJS preu B ^en V Si^ an8e2dChnet ^ ^ Heaktion - 

d: VergrtJBerungvonFlg.Sb: QuaddelbildungmiRabetestbeidcrKoiKentrationNr^nach^mia 

ladStlg. 518 * ^ S ^ asenreaktionen nach 24 h bd der Hauttestung nrit dem lekombinanten p40 Allergen nrit Hexahi- 

^^^^^^^i^KonzantrationenNr. 6(12.5 ng/ul) bis N t 2 (200 ng/ul). Nr. 1 wurdenicht 

b: Reibetesu keine ekzematSse Reaklionen in den Xonzentrationen Nc 10 bis Nr. 7. 
c: VeigroBerung voo Fig. 9a: Ekzematose Reaktion bei Konzentration Nr 4 

d: Pncktest Difiltrierte Papeta innerbalb der markieiten Grenzen der vomngegangenen Sofbrttyp-Reaktion. 

[0042] Fig. 1ft Immunobl«-Iiibftitioi>sexperiment- Dxei nrit rekombinantem p40 Allergen aus der Donobstmotte do- 
smve Seren wurden verwendet, um nrit und ohne Prainkubation nrit rekombinantem p^aSenr^ExS Z 
ve^taedenen iSpezxes (Dfirrobstmotte. Kilchenschabe, Hausstaubmilbe. Hummer; Garnet, MielmThe! und SlZ 

^ J£ No - 1 zcjgt die cDNA des Allergens p40 aus Plodia interpunctella, 
SEQ ID No. 2 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 3 zeigt die cDNA des Allergens p33 aus Plodia inteipunctella, 
SEQ ID No. 4 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 5 zeigt die cDNA des Alletgens p84 aus Plodia inteipunctella, 
SEQ ID No. 6 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 
SEQ ID No. 7 zeigt die cDNA des Allergens p27 aus Plodia inteipunctella, und 
SEQ ID No. 8 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz. 
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Bcispicl 1 

Tfest von verschiedenen Gruppen von Allergikem und Nonnalpersonen auf IgE-Antikorper gegen Mottenanhgene aus 

Larven der Derrobstmotte P. interpunctella 

SS2 A^i 1 ? 1 ^ m5gl ? C ^ Allei S ie * e S en Motten bi ^S tanm Beachtung getunden hat, konnte 

bei der Auswahl der Patienten kerne Oruppe defimert werden, die klinische Beschwerden each Kontakt mit Mottenaller- 
genen als Symptom angab ; Deshalb stellten wir fur unserc Arbeit die folgenden Gruppen zusammen, die auf IgE- Anti- 
korper gegen Mottenproteme getestct wurden: 

1. Patienten nritT>p I allergiscben Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, allergisches Asthma bronchiale) in In- 
nenraurnen(n = 90,PatientenHl--H90), 

2. Patienten mit atopischer Dermatitis und Typ I aUergischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, aUergisches 
Asthma bronchiale) in Innenraumen (n = 12, Patienten AH1-AH12), 

3. Patienten mit nachgewiesener PoUenaUergie ofane Typ I allergische Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, aU- 
ergisches Asthma bronchiale) in tonenraumen (n = 20, Patienten P1-P20), 

4. Probanden ohne atopische Dermatitis und ohne nachgewiesene iy P I AUergien (n = 10, Probanden N1-N10). 

IgErReaktivitat von natiirlichen Mottenextrakten 

[0044] Praparationen von zwei verschiedenen MoUenspezies wurden verwendet, urn mottenspezifische IgE-Antikor- 
per in PaUentenseien zu detektieren. Die eine Praparation ist ein kommerziell erhaltliches Homogemsat von Faltern der 
Mehlmotte Ephesha kuehmella (AUergon, Pharmacia Upjohn, Uppsala, Schweden). Die andere Praparation wurde aus 
Mottenlarve^anderstadium, kurz vor der Verpuppung) von der Dorrobstmotte Plotfa interpunctella hergestellt. Die 
Insetenproben (5 Larven) wurden in 0,2 ml PBS homogenisiert, im Verhaltnis von 1 : 1 mitLaemmti-Auftmgsrxiffer 
versetzt und auf emem 12,5% SDS-Poiyacrylamidgel aufgelrennt (Fling und Gregerson, 1986). Es wurde ein pSti- 
ves Gel verwendet, auf das etwa 20 jig Gesamtprotein pro cm aufgetragen wurden. Als Marker diente ein Rainbow^Mar- 

^^n^^^ a) *w ^ °? T^t nach Elektrophorese auf NitrozeUulose (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) geblottet (Towbin ct aL, 1979) und in 0,5 cm Streifen geschnitten. 

lEZfL ^ ^JfL^^ff 611 auf ; ^ « e g en Motten wurde analog zu der von Jarolim et aL (1989) beschrieben 
Metnode durchgefuhrt. Die Streifen wurden 2 X 5 rrrin und 1 x 30 min in Puffer G (42 mM Na^HPO,. 6 4 mM NaH.PO 

K £?US7 * firF »*»r a * maia ' a05 % (w/v) NaN * ^ wSSSwSSJS 

« ^ X ,wi n 1 : L° (* eDI l mcht beschrieben) mil Puffer G verdunnten Patientenseren Uber Nacht bYi 
mtorfST 1 ™t!f- 2 ^ m " U ." d 1 X 30 tnm bd Raumtemperalur in Puffer G gewaschen, dann iiber Nacht 

mit emer 1: 10 Verdunnung ernes ^-marlderten Anti-Human-IgB Antik&pers (Amersham Pharmacia) bei Rauratem- 
pwaxurgefapp^wie oben gewaschen, getrocknet und aufgeklebt. Gebundenes mottenspezifisches IgE wurde so mit dem 

[0046] Die Fig 1 zeigt in ihrem oberen Teil die Resultate dieses Experiments fur die Gruppe der <Tndoor"-AUergiker 
rt^r^T^ Beschwerden in i Innenraumen), Figun 2 zeigt im oberen Teil die Ergebmsse fur die auderen 
drei Gruppen. Die Ergebmsse sind auch welter unten in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1 

[ u^l]^AT^^^ g ^ r ^^nobiotresultate gegen versctriedene Allergenextrakte und gegen das rekombi- 
nantep40 Allergen mit Hexabsbdintag aus der Dorrobstmotte. + ++, sehrstarkeReaktion; + + starkelLktion mit min- 
oestens zwei sfcarken posnhven Banden; + schwache positive Reaktion mit nrindestens einer sichtbaren Bande* - keine 
defimerte positive Bande beobachtet. 
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Patient Dorrobst- Mehl- Rek. p40 Haus- Kuchen- 
motten- motten- Allergen staub- schabe 
larven falter (His e ) milbe 

5 H47 

H48 + 

H49 + 
l0 H50 

H51 ... 
H52 

H53 + + + + - + + + 

is H54 + 

H55 + 

H56 + 

H57 ++ + - 

20 H58 ++ - + + + 

H59 - 

H60 ... 

H61 + 

25 H62 + 

H63 + 

H64 + 
30 H65 

H66 - + 

H67 

H68 

35 H69 + + 

H70 ++ + + 

H71 ... 



H72 + - + + 

« H73 ++ + 

H74 - + 
H75 
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« H77 
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H79 + + + 

H80 + + 

50 H81 + + + + + + + 

H82 + + + 

H83 .... 
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H87 + 
,0 H88 
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[0048] Insgesamt wurden bei den "Indoor" -AUergikem (n = 90) beim IgE-Immunoblot nrit dem Dorrobstmottenlar- 
ven-Gesamtextrakt 4 sehr stark positive, 13 stark positive und 25 schwach positive Reaktionen beobachtet, bei den Ato- 
pikern mil allergischen Bcschwerdcn in InnenrSumen (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 stark positive und 6 schwach po- 
sitive. Bei den Pollenallergikem ohne angegebene allergische Beschwerden in Innenraumen (n = 20) gab es 2 sehr stark 
positive und 8 schwach positive Reaktionen. Insgesamt wurde bei 51% der Patienten eine positive Reaktion auf Motten- 65 
larvenproteine beobachtet Xeine der nichtallergischen Kontrollpersonen zeigte eine Reaktion im Immunoblot 
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Tfest auf IgE-Antik6rper gegen Proteine der Mehlmotte (E. kuehniella) im Falterstadiuni 

[0049] Das gleiche Patientenkollekuv wie oben wurde auf Streifchen mit eincm kornmerziell erhaltlichen Extrakt aus 
der Mehlmotte untersucht, wobei die Ergebnisse auch in der labelle 1 dargestellt sind Insgesamt zeigten 36% der All- 
5 ergiker eine positive Reaktion auf Mottenfalter. 

Test auf IgE-Antikorper gegen Proteine der Haustaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus) und der Kuchenschabe 

(Blauella gertnanica) 

io [0050] AusgewShlte Patienten und Normalpersonen aus dem Kollekuv wurden auf Streifchen mit kommerziell erhalt- 
lichen Extrakten aus der Hausstaubmilbe und der KQchenscbabe getestet Die Ergebnisse sind wieder in labelle 1 darge- 
stellt Die Kuchenschabe ist ein flilgelloses Insekt und naher mit der DorrobstmoUe verwandt als die Hausstaubmilbe, die 
zu den Spinnentieren zahlt Alie drei zahlen zu den GliederfiiBlem (Arthropoden). Trotz der phylogenetischen Verwandt- 
schaft der drei Spezies ist die IgE-Reaktivitat der Patienten oft stark unterschiedlich. So reagiert zum Beispiel Patient 

15 H81 sehr stark auf Motte und Kuchenschabe, aber nicht auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 reagiert nur sehr stark mit 
der Milbe, aber nicht mit Schabe oder Motte. Patienten H7, H9, H33, H80, AH5 und AH9 reagieren auf Mottenlarven 
und Falter, aber nicht auf Schabe oder Milbe. 

Beispiel 2 

20 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Kions, der fur das P. interpunctella Allergen p40 kodiert 
Xonstruktion einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella 

25 [0051] Die Insekteo (Plodia interpunctella) wurden in Haferflocken angeziichtet (S, ProzeU, M. Scholler, Ihstitut fur 
Voiratsschutz, Biologische Bundesanstalt, Berlin). 180 Larven im spaten W^nderstadium, kurz vor der Verpuppung 
(2A 8) wurden zur Preparation von RNA eingesetzt Die Larven wurden in 30 ml Irizol Reagens (Life Technologies, 
Frederick, MY, USA) homogenisiert, und aus der waBrigen Phase wurde nach dem Protokoll des Herstellers die RNA ge- 
wonnen. Aus 5 ug der erhaltenen Gesamt-RNA wurden nrit Hike des PblyXTtract Systems (Promega, Madison, WI, 

30 USA) polyA* RNA gewonnen. Die mRNA wurde in cDNA uberschrieben und diese mit Hilfe des Uni-ZAP Systems 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) auf gerichtete Weise in X ZAP Phagen eingebaut. Die primare Bank enthielt 3x10^ 
cDNA Klone und wurde nach Stanaardmethoden amplifiziert. 

IgE-Immunoscreening und Analyse der immunopositiven Klone 

35 

[0052] Zum Screening einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella wurden Seren der Patienten AH11 (Screen 1), H20 
(Screen 2) und AH10 und AH12 (Screen 3) verwendet 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen % 3) Phagen der X ZAP 
cDNA Bank wurden auf einem Rasen von Escherichia coli XLl-Blue (Stratagene) Zellen in einer Dichte von 15000 Pha- 
gen pro Petri schale mit 140 mm Durchmesser ausplattierL Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch Auf- 
40 legen von Nitrozellulosefiltem (Schleicher & Schull, Dassel, Deutschland) induziert, die nrit einer 10 mM IPTG (Isopro- 
pylthio-P-D-Galaktosid) Ldsung getrankt waren (Huynh et al, 1985). 31 (Screen 1, Patient AH11) bzw, 11 (Screen 2, Pa- 
tient H20) und 6 (Screen 3, Patienten AH10 und AH12) immunopositive Klone wurden jeweils mit Hilfe von Patienten- 
seren und von ^-markierten, gegen humanes IgE gerichteten Antikorpem (Pharmacia & Upjohn, Uppsala, Schweden) 
nach etablierten Methoden (Breiteneder et aL, 1989; Valenta et al., 1991; Vrtala et aL, 1993) isoliert. 

45 

DNA-Sequenzanalyse der immunopositiven Klone 

[0053] Aus den posiuven Phagen wurden durch "in vivo excision" (Short et aL, 1988) mit Hilfe von Helferphagen 
(Stratagene, La Jolla, CA) die entsprechenden cDNA Plasmide gewonnen und nach Standardmethoden isoliert. Die 

50 DNA wurde mit Hilfe von Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IRD800-niarkierten Pri- 
mern (MWG Biotech, Ebersberg) auf einem LI- COR Sequenzer (U-COR, Lincoln, NE) analysiert Die Basensequenzen 
wurden in Aminosauresequenzen ubersetzt und nrit Hilfe des FastA-Programms (Pearson und Lipman, 1988) mit der 
S wissProt Datenbank verglichen. Alls Klone wurden nrit Hilfe des GAP Programms aus dem UWGCG Programmpaket 
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, 

55 Madison, Wisconsin, USA 5371 1) miteinander verglichen. Auf diese Weise und mit Hilfe des Vergleichs zu den homo- 
logen Proteinen wurden Klone identifiziert, die einen kompletten Leserahmen aufwiesen, 

[0054] Beim Screening von 360000 Phagen der X ZAP cDNA Bank nrit dem Serum AH11 wurden 31 immunopositive 
Klone erhallen. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden zunachst mit EcoRI und Xhol gespalten und auf einem Agaro- 
segel wurden die Schnittmuster analysiert Alle analysierbaren Klone enthielten dieselbe cDNA. Der ISngste verfugbare 

tf> Kloc wurde sequenziert (Fig. 3) und der offene Leserahmen, der ein Polypeptid von vorhergesagten 40 kDa (p40) dar- 
stellte, wurde nrit den Datenbanken verglichen. Es zeigte sich, daB das gefundene Polypeptid (Fig. 3) uber die gesamte 
Lange mit Argininkinasen verschiedener Spezies homolog war. Argininkinasen konnen die terminale Phosphatgruppe 
von ATP auf Arginin Obertragen und so einen Energiereservestoff bilden. Bislang sind Argininkinasen nicht als AUer- 
gene identifiziert worden (siehe auch Einleitung). Die dem p40 Allergen am nfichsten verwandte Argininkinase aus der 

65 Honigbiene (Kucharski und Maleszka, 1998) weist 85% Aniinosaure-Sequeiizidentitat nrit p40 auf. 
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Beispiel 3 

Isoliemng und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p33 kodiert 

[0055] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben rait dem Serum H20 gescieent, dabei 5 
wurden 11 immunopositive Klone erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden wie oben analysiert und sequen- 
ziert 10 der 11 Klone kodierten fur das gleiche Protein. Drei der Klone hatten die voile Lange, und zwei von ihnen hatten 
die identische Sequenz, die in Kg. 4 dargestellt ist Der offene Leserahmen stellt ein Allergen von 33 kDa dar (p33), das 
mit Tropomyosinen verschiedener Spezies eog verwandt ist Tropomyosins sind als kreuzreagierende Allergene beson- 
ders auch aus dem Bereich der Nahrungsmiltelalleigie bekannt (Reese et al., 1999). 10 

Beispiel 4 

Isoliemng und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fiir das P. interpunctella Allergen p84 kodiert 

15 

[0056] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mit den Seren AH10 und AH12 ge- 
scieent, dabei wurden 6 immunopositive Klone ernalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert. Nur einer der Klone (Sequenz fig. 5) kodierte fOr ein Protein in voller Lange, es handelte sich um ein 
homologes zu Arylphorinen. Arylphorine gelten als Speicherproteine von Insekten und enth alien einen hohen Anteil an 
lyrosin. En Arylphorin der Schabc (Periplaneta americana) ist bereits in einer Publikation (Wu et al., 1996) als Allergen 20 
beschrieben. 

Beispiel 5 

Isoliemng und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p27 kodiert 25 

[0057] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mit dem Serum H20 gescreent (Screen 
2), ebensoviele mit den Seren AH 10 und AH12 (Screen 3). Die in vivo exzidierten Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert Einer der Klone von Screen 2 und drei der Klone von Screen 3 kodierten fur das gleiche Protein. Ein Se- 
quenz vergleich der durcb Obersetzung erhaltenen Aminosauresequenz ergab eine signifikante Ahnlichkeit mit einer Glu- 30 
kose 1 -Dehydrogenase aus BaciUus megaterium (36 % Sequenzidentitat, Nagao et aL, 1992). Es gab auch eine kleinere 
aber noch signifikante Ahnlichkeit mit dem Alt a 2 Allergen aus dem Piiz AHemari a alternata (26% SequenzidentitSt, De 
Vouge et al., 1998), einer A ldehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 Allergen aus der Birke (20% Sequenzidentitat, Ka- 
ramloo et aL, 1999), einer Isoflavorireduktase. Bei dem p27 Allergen handelt es sich also um ein Redoxenzym. Die Se- 
quenz ist in Fig. 6 dargestellt 35 

Beispiel 6 

Expression des p40 Allergens mit einem Hexahistidintag und als Fusionsprotein in E. coli 

40 

[0058] Die p40 cDNA wurde auf zwei verschiedene Weisen in pET-Expressionsvektoren einkloniert so dafi das p40 
Allergen einmal nur mit einem Hexahistidintag und einmal als Fusionsprotein mit einer Zellulosebindenden Domane er- 
zeugt wurde. Das erste Konstrukt wurde unter nativen Bedingungen gereinigt Das zweite Konstrukt wurde flber eine 
Zellulosesaule gereinigt. Sowohl das Fusionsprotein mit einer zeUulosebmdenden Domane als auch das Nichtfusions- 
protein mit Hexahistidintag besafien Argininkinaseaktivitat 45 

Konstruktion eines Expressionsvektors zur Expression des p40 Allergens mit einem Hexahistidin-'Tag" 

[0059] Die komplette cDNA wurde in zwei Stufen in die EcoRI und Xhol Schnittstellen des Plasmids pET23(+) (No- 
vagen, Madison, Wisconsin, USA) einkloniert Die Ribosomenbindungsstelle wurde rnit Hilfe der Ob'gonukleotidabhSn- 50 
gigen Mutagenese nach Kunkel et aL, (1987) in den Expressionsvektor eingebaut Dazu wurde das Mutageneseoligonu- 
kleotid 5' -GOT AGO GGC GTC CAC CAT GOT ATA TCT OCT TCT AGA GGG AAA CTG-3' verwendet Der ent- 
standene vektor pETAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpruft In dem \fektor wurde dann am carboxytermina- 
len Ende der Sequenz durch eine zweite Mutagenese mit dem Oligonukleotid 5-ATC TCA GTG GTG GTG GTG GTG 
GTG CAG GGA TTT CTC GAT TTT GAT-3' ein Hexahistidintag fur die Retnigung Ober eine NickelaffinitStssaule (Qia- 55 
gen, ffilden, Deutschland) in das Expressionsplasmid eingebracht, und es entstand der \fektor pETHis AK1 , der durch Se- 
quenzierung uberpruft wurde. 

Expression und Reinigung des p40 Allergens als Nichtfusionsprotein mit einem Hexahistidin-'Tag" 

60 

[0060] Der Vektor pETHisAKl wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) transfarmiert und die transformierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschiittelt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentration) von 3PTG (Isopropyl-p-D-Galaktosid) induzicrt, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C wcitergeschiittelt Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, dann wurden die 
Zellen lOminin Lysepuffer (100 mM KC1, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTP, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 65 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 75) behandelt (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wurde 30min bei 
2000 X g und 4°C abzentrifugiert Das Protein wurde mit HiLfu von zentrifugierbaren Kleinsaulen unter nativen Bedin- 
gungen durch Nickelchelat-Affini ta^hromatographie gereinigt wie vom HersteUer (Qiagen) beschrieben. 
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Konstruktion eines Expiessionsklons zur Expression des p40 Alleigens als Fusionsprotein 

[0061] Die komplette cDNA, die fiir das p40 Allergen kodiert, wurde in den Expressionsvektor pET36b (Novagen) 
nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) unter \ferwendung der EcoRI und Xhol Kestriktionsstellen umkloniert 
Dies geschah in zwei Stufen, da die cDNA eine interne Xhol-Stelle aufwies. Der noch fehlende Obergang zwiscben der 
Sequenz, die fiir die Zellulosc bindende Domane kodierte und der Sequenz, die fur die Argininkinase kodierte, wurde mit 
Hilfe der Ohgonukleotid-abhSngigen Mutagenese nach Kunkel et al., (1987) in den Expressionsvektor eingebaut. 
[0062] Dazu wurde das Mutageneseoligonukleotid 5 , -GOT AGC GGC GTC CAC CAT GGT ATA TCT CCT TCT 
AGA GGG AAA CCG-3* verwendet Der entstandene \fektor pCBDAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpriift 

Expression eines Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindenden Domane und dem p40 AUergen 

[0063] Der Vbktor pCBDAKl wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) tramformiert und die transfonnierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschtittelt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentrarion) von IPTG (Isopropyl-P-D-Galaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C weitergeschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, dann wurden die 
Zellen 10 min in Lysepufrer (100 mM KQ, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTT, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et al, T 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 x g und 4°C abzentrifugiert Das Fusionsprotein wurde durch ZeUulose-Affirdtatschromatographie gereiniet wie 
vom Hersteller (Novagen) beschrieben. 

Test des rekombinanten p40 Allergens mit Hexahistidintag und des Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindendBn Do- 
mane und dem p40 Allergen auf IgE-Reaktivit&t 

[0064] Das gereinigte p40 Allergen mit einem Hexahistidintag wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 
10 ug pro cm auf einem praparativen 124% SDS-Polyacryiamidgel elektrophoietisiert, auf Nitrozellulose geblottet und 
mit jenen Patientenseren getestet, die in den oben bcschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpuncteila 
Larven getestet worden waren. 

[0065] Das gereinigte rekombinante Fusionsprotein wurde wie oben beschrieben in einer Konzenlration von 5 ug pro 
cm auf einem praparativen 12J% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf Nitrozellulose geblottet und mit jenen 
Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpuncteila Larven posi- 
tive Signale ergeben hatten. 

Test der oben beschriebenen Patienten und Normalpersonen auf IgE-Antik6rper gegen das rekombinante p40 Allergen 

mit Hexahistidintag 

[0066] Aile Seren der oben beschriebenen Patienten und Normalpersonen wurden auf gleiche Vvbise wie oben be- 
schrieben auf Ig&Antikorper gegen das gereinigte p40 Allergen mit Hexahistidintag getestet (Fig. 1, 2, Tabelle 1). Bei 
diesem Versuch zeigte sich eine Reaktivitai nur im Molekulargewichtsbereich bei 40 kDa, deshalb ist ein schmalerer 
Ausschnitt der Immunoblots unter den Blots mit Larvenproteinen dargestellt Insgesamt waren 10 von 90 "IndooT-All- 
ergikem positiv, 3 von 12 Atopikern mit "Indoor"-Allergie und einer von 20 Pollenallergikern ohne angegebene allergi- 
schen Beschwerden in Innenraumen. Das bedeutet, dass 11% der Patienten H1-H90 und 23% der Patienten AH1-AH12 
IgE gegen Larven der Dorrobstmotte hatten. 

lest von Patienten und Normalpersonen auf IgE^Antikorper gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein mit Zellulose- 

bindender Domane 

[0067] Eine Auswahl der oben beschriebenen Seren wurde auf IgE gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein gete- 
stet (Beispieb in Kg. 7). Auch das rekombinante p40 Fusionsprotein war geeignet, Ig& Antikorper gegen das naturliche 
p40 Antigen nachzuweisen. 



Beispiel 7 
Hauttests 

[0068] Das gereinigte rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag wurde in steriler 0,9% NaQ-Losung auf 10 ver- 
schiedene Konzentrationen eingestellt: Nr. 1 enthielt 400 ng/ul, die weiteren Proben enthielten absteigende Konzentra- 
tionen von 200 ng/ul (Nr. 2), 100 ng/ul (r*. 3), 50 ng/ui (Nr. 4), 25 ng/ul (Nr. 5), 124 ng/pl (Nr. 6), 6,25 ng/ul (Nr. 7) 
3,13 ng/ul (Nr. 8), 1,56 ng/ul (Nr. 9) und 0,78 ng/ul (Nr. 10). Vor dem intrakutanen Hauttest wurde am kontralateralen 
Arm em Reibetest nut je 30 pi der Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 2 durchgefDhrt und nach 5, 10 und 20 min sowie 24 h 
abgelesen. Die Negativkontrolle war 0,9% NaCl, als Pbsitivkontrolle wurde KstamindihyaWriorid in einer Konzentra- 
tion von 1 mg/ml verwendet Basierend auf den Ergebnissen des Reibetests wurde dann der Pricktest in den Konzentra- 
tionen Nr. 10 bis Nr. 5 durchgefiihrt und jeweils nach 20 min und 24 h abgelesen. 

[0069] Der mottenallergische Patient AH11 wurde gegen das rekombinante p40 AUergen mit Hexahistidintag zuerst 
tm Reibetest und dann im Pricktest untersucht Im Reibetest (Fig. 8b) riefen die Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 6 keine 
Sofortreaknonen bervar, die Konzentration ttr. 5 induzierte einen leichten Juckreiz im Probegebiet Nr. 4 rief nach 5-10 
Minuten winzige Quaddeln hervor. Nr. 3 und Nr. 2 riefen multiple Quaddeln (Durchmesser 4- 5 mm) hervor. Diese hat- 
ten nach 15-20 min die maximale Auspragung (F|g. 8d) und bildeten sich alle nach 45 min zuruck. 
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[0070] Nach dem Reibetest wurde der Pricktest mit den gleichen Vferdunnungen (Nn 10 bis Nt 5) in aufsteigenden 
Konzentrationen durchgcfiihrt (Fig. 8a). Auf die Konzentrationen Nr. 10 und Nr. 9 wurde keine unmittelbare Haulreak- 
tion beobachtet. Qaddeln und Haulr6tung traten in den Konzentrationen Nr. 8 (3,12 ng/ul) bis Nr. 5 (25 ng/ul) auf. Der 
Durchmesser der Quaddeln war zwischen 7 mm (Konzentration Nr. 8) und 15 mm (Konzentration Nr. 6) (Fig. 8c). Auf- 
grund der Starke der Reaktionen von den Konzentrationen Nr. 8 bis Nr. 5 wurden Konzentrationen Nr. 4 bis Nr, 1 nicht 5 
getestet. Die Quaddeln wurden zur Dokumentadon bei ihrer maximalen Auspragung nach 20 min mit einem Stift mar- 
kiert und bildeten sicb nach 45 min spontan zuruck. 

[0071] Bei der Abtesung nach 24 h wurden innerhalb der markierten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reak- 
tionen akzematoide Papeln als Spa^phasenieaktion des Pricktests beobachtet (Fig, 9d). Der kontralateral© Arm, an dem 
der Reibetest durchgefUhrt worden war, zeigte eine ausgeprSgte ekzematose Reaktion im Gebiet der Konzentrationen Nr. io 
6 bis Nr. 4 (Fig. 9a, c), wahrend bei den niedrigeren Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 7 keine ekzematosc Reaktion beob- 
achtet wurde (Fig. 9b). 



UTERATUR 
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Beispiel 8 

Immunoblct-Inhibition und Nachweis der Kreuzreakti vitat des p40 Allergens mit AUergenen verschiedener Spezies 

[0072] Aus der literatur ist bekannt, daB eine enzymatische Aigininkinaseaktivitat praktisch in alien untersuchten In- 
vcrtebraten vorkommt. Um zu uberprflfen, welche immunologtsche Ahnlichkeiten zwischen dem p40 Allergen der Dorr- 
obstmotte und den Homologen in anderen Spezies bestehen, wuide ein Immunoblot-Inhmitionsexperiment durchgefBhrt 20 
Allergenextrakte aus der Milbe (Dermatophagoides pteionyssinus), KUchenschabe (Blattella germanica), Gamele (Peoa- 
eus monodon), Hummer (Homarus gammarus), Miesmuschel (Mytilus edulis), und Kabeljau (Gadus morhua) als einzi- 
gem Vertebraten wurden entweder eingekauft (Milbe und Schabe) oder aus frisch eingckauftcm, ungekochten Muskel- 
fleisch prapariert. 

[0073] Die Gesamtallergene von der Milbe und der Kuchenschabe stammten von Pharmada/AUeigon. Die verschiede- 25 
nen Meeresfruchte wurden in frischem, ungekochten Zustand auf dem Naschmarkt in Wen erworben. Es wurde so gut 
wie maglich nur Muskelfleisch verarbeitet Die verschiedenen Proben (1 -5 g) wurden in flussigem Suckstoff eingefro- 
ren, in der Reibschale zerrieben, mit 3 ml pro g Probe in eiskaltem bidesL H 2 0 mit 5 mM PMSF (Phenylmethansulfo- 
nylfluorid) 1 h bei 4°C geriihrt Bin Vblumen AuftragspuSer (Fling und Gregerson, 1986) wurde zugesetzt und die Pro- 
ben wurden 10 min bei 95°C denaturiert, unlosliche Bestandteile wurden 10 min bei 14500 Upm und 4°C abzentrifu- 30 
giert, und die Proteinkonzentration der Extrakte wurde auf einem Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel abge- 
schatzL Wie oben wurden preparative Geie mit 200 ug Protein pro cm gef ahren, auf Nitrozellulose geblottet und in Strei- 
fen geschmtten. 

[0074] Das Serum des Patienten AH11 und von den Patienten H89 und H32 wurde in der Konzentration 1 : 10 mit Puf- 
fer G (42 mM NazHPQ*, 6,4 mM NaHiPO* 0,5% (v/v) Tween 20, 0,5% (w/v) Rirxferserumalbumin, 0,05% (w/v) NaNj, 35 
pH 7.5) verdtlnnt. Je 1 ml der Proben wurde entweder mit 10 ug des rekombinanten p40 Allergens mit Hexahistidintag in 
PutTer G, oder nur in Puffer G fiber Nacht bei 4°C pramhibiert, und dann wurde je mit einem Streifen hfitrozeUiilose mit 
geblotteten Extrakten die IgE-Reaku'vitat bestimmt Das gebundene IgE wurde wie ubUch mit jodmarkierten Antihuman- 
IgE Antikfirpern detektiert. 

[0075] Bei alien untersuchten Invertebratenspezies reagierten die Seren mit einer Bande im Bereich von 40 kDa, die 40 
durch Prainkubation mit dem rekombinanten p40 Allergen aus der Dorrobstmotle entweder ausgeloscht (Ddnobstmotte, 
Hausstaubmilbe) oder abgeschwacht (KUchenschabe, Gamele, Hummer, Miesmuschel) wurde (Fig, 10). Im Extrakt aus 
Kabeljau gab es zwar eine Reihe von allergenen Protcinen, aber keincs von ihnen wurde durch Prainkubation mit dem 
p40 Allergen aus der Motte teilweise oder vollstSndig inhibierL 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> quchene, Michael 



<120> Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pderad 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1294 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (25).. (1089) 



ttg gag get ggc ttc age aag ctt gcc gcc tec gac tea aag teg ctg 99 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 

ctg aag aaa tac etc acc agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 14 7 
Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 
30 35 40 

aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 195 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val 
45 50 55 

gag aac tta cat teg ggt gtt gga att tat gcc cca gat get gag gca 243 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 .65 70 

tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ccc ate att gaa gat tac cac 291 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His 



10 



15 



20 



25 



30 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gcc get acc ctt gag aaa 51 35 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys 
1 5 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



15 



DE 100 41 541 A 1 



aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac.cct ccc aag aac tgg gga gat 339 
Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 
5 90 95 100 105 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat cct get ggt gaa ttt gtt gtc tec 387 
Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser 
10 110 115 120 

acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 435 
Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 
125 130 135 



15 



20 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



tgc tta aca gag gec caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 483 
Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 



aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 531 
25 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 

aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 579 
30 Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu lie Asp Asp His Phe 
17 ° 175 180 185 

35 ctg ttc aag gag ggt gat cgc ttc etc cag gec get aac get tgc cgc 627 
Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 
190 195 200 



ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 
205 210 215 



675 



ctg gta tgg tgc aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tec atg caa 723 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin 
220 225 230 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 771 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
235 240 245 

aac gac ate gcg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 819 
Asn Asp He Ala Lys Arg He Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
250 255 260 265 

ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gca teg 867 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 
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270 275 280 

gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gec gac aag gec aag ctg gag 915 
Val His He Lys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 
285 290 295 

gag gtg gec age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc acc cgc ggc gag 963 
Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 
300 305 310 

cac acg gag gec gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 
His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gec gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 
Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He 
330 335 340 345 

get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatctcg 1109 
Ala Glu Leu He Lys He Glu Lys Ser Leu 
350 355 

cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 

gagggegaca etagtcageg gecttgageg gggcegggea cgcgggcggc ccactatact 1229 

gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gacagctagc gttaagacaa 1289 

aaaaa 1294 



<210> 2 
<211> 355 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 5 10 15 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 
20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu His Ser Gly Val 
50 55 60 
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Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu 
65 70 75 80 

5 

Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 
85 90 95 

10 Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu 
100 105 HO 

i5 Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 
115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 140 

Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 
14 5 150 155 160 



30 



Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 
165 170 175 

Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 

180 185 190 



35 Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 
195 200 205 

He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu 
40 210 215 220 



45 



50 



Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 
225 230 235 240 

Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 
245 250 255 

Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 
260 265 270 



55 Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 
275 280 285 

Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 
290 295 300 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala Glu Gly Gly 



65 



305 



310 



315 



320 



18 



DE 100 41 541 A 1 

Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 
325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 
340 345 350 

Lys Ser Leu 
355 



<210> 3 

<211> 1092 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31).. (885) 

<400> 3 

acaggacagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 

cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gec atg 102 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 
10 15 20 

tgc gag cag cag gec aag gac gec aac etc cgt get gag aag gec gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
25 30 35 ' 40 



gag gag gec aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 
4 5 50 55 



198 



ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gec aag ctg gaa 24 6 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 
60 65 70 

gag aaa gag aaa get ctt cag aac get gag tec gaa gtc get gec etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 
7 5 80 85 

aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 
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10 



15 



20 



25 



90 95 100 

cgc etc gec acc gec aca gec aaa ctg tec gaa gec age cag get gee 390 
Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 
105 HO 115 120 

gat gag teg gaa cgt gee cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 
125 130 135 

gat gaa gag cgt atg gac get ttg gag aac cag ctg aag gaa gee agg 486 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 
140 145 150 

ttc ctt get gag gaa gec gac aag aaa tac gat gag gtt get cgt aag 534 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys 
155 160 165 



ctg gee atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gee gaa 582 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
30 170 175 180 

tec ggc gaa tec aaa ate gtc gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 630 
Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
35 185 190 195 200 



40 



ggc aac aac ttg aaa tec ctg gaa gtc tec gag gag aag gee aac caa 678 
Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 
205 210 215 



cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 726 
45 Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin He Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 
220 225 230 



50 



aag gag get gag gec cgc get gag ttc gee gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 240 245 



^ ctg caa aag gag gtc gac agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 822 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys 
250 255 260 



60 



gag aaa tac aaa gat att ggt gac gac ctg gac acc ccc ttc gtc gag B70 
Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 270 275 280 

65 etc ate etc aag gaa taaactcctc acgttggtca cctgggcctg tcccatgcgg 925 
Leu He Leu Lys Glu 
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285 

ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 
20 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 
35 40 45 

Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 80 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu 
85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 
100 105 110 

Leu Ser Glu /Via Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
115 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 140 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 
1^5 150 155 160 

Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 
165 170 175 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu 
180 185 190 

s 

Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
!95 200 205 

l0 Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu 
15 225 230 235 240 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 245 250 255 

Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp 
260 265 270 

25 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu lie Leu Lys Glu 
275 280 285 

30 



<210> 5 
<211> 2230 
<212> DNA 



<213> Plodia interpunctella 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13).. (2127) 

45 <400> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gec ctg 51 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 
so 1 5 10 

gec gcg ggc aac acc ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 15 20 25 



aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 

45 



60 30 35 40 



ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
^ Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys 
50 55 ^ 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gec age ata gag aac tat tct gac 243 
Val Gly Lys Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser lie Glu Asn Tyr Ser Asp 
65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 291 
Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu lie Gly Phe Met 
80 85 90 

ccc aaa get tac aca ttc tec att ttc tac gac agg cag aga gaa gaa 339 
Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 
95 100 105 



10 



15 



get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 

Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 

110 U5 120 125 20 



ttc tac aag act gta gec tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg lie Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 
130 135 140 



25 



ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tct gat ace aca 483 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr *> 
145 150 155 



531 



gga ate gtc tta cca get cca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 

Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 35 
I 60 165 170 



aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 579 
Asn Met Tyr Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
175 180 185 



40 



ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 45 
He Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
190 195 200 205 

aat aac tac tat tat tac tac aac tac tct aat ccc ttg acg tac aga 675 50 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 
210 215 220 

aat cag gag tac aga ttg tct tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn 
225 230 235 

tct tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 



55 



60 



65 
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gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 
Glu Asp Phe lie Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr 
s 255 . 260 265 

tac ttc tat cag caa etc ttg tct cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
io 270 275 280 285 

aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 
Asn Gly Leu Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
29 ° 295 300 



15 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



819 



867 



915 



963 



agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gee tat ccg ttt get 
20 Ser Gly Tyr Tyr Pro 119 Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 
305 310 315 

caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac 
2s Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 
32 ° 325 330 

ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 
lie Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 3 4 o 345 

3j att ggc cag ttt aag gca ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tec 1107 
lie Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
350 355 360 365 



1011 



1059 



aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg H55 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 
370 375 380 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 1203 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 
385 390 395 

ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg ace tec gac aat tac 1251 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
400 405 410 

gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 1299 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
415 420 425 

ccc gee ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1M7 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
430 435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 1395 
Tyr Lys Glu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 
450 455 460 

ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act acc ttc .ttc 1443 
Gly Val Lys He Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 
465 470 475 

gag tac tat gac ttc aac gec acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 1491 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 
480 485 490 

gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 1539 
Glu He Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 
495 500 505 

aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
510 51 5 520 ~ 525 

gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu 
530 535 540 

ggt cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 1683 
Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 
5 45 550 555 

gac tgg ttc acc cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 1731 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 5 7 o 

aaa tct gag gaa ttc ttc. ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 S8S 



aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 
Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 

605 



1827 



590 595 eoo 



gaa gac tac gac tct atg cca age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 
Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 
610 615 620 



ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc ttc gtc ttc' gtg tac cca tac caa 
Pro Gly Gly Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 
625 630 635 



1923 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gac aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn He He Leu Asp Asn 
s 640 645 650 

aaa cct ttg ggc tat cca ttt gac cgt cct gtc gag tac ccg tat etc 2019 
Lys Pro Leu Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu 
10 655 660 665 

ttc tta caa cct aat atg tac ttt gaa gac gtc aat ate tac cac aga 2067 
Phe Leu Gin Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg 
15 670 675 680 685 

ggc cct caa tac ccc tgg tgg agt aat ggc caa ttc cgt ctg aat gaa 2115 
M Gly Pro Gin Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu 
690 695 700 

gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
25 Val Pro Arg Gin 
705 

gctagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 

30 

aaa 2230 

35 

<210> 6 
<211> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 
45 15 10 15 

Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
so 20 2 5 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

60 Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
65 70 75 80 

^ Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 
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85 90 95 

Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys He 
100 ids no 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 



115 



120 



125 



Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 



130 



135 



140 



Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly lie Val 
145 150 155 ' 160 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 
165 170 175 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 
180 i 8 5 19 „ 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly lie Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 

Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp Phe 
245 250 255 

He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 
260 265 270 

Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 280 285 

Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 



295 



300 



Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg P ro 
305 310 315 320 

Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 
325 33 0 335 

Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin He Gly Gin 
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345 350 



Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser He 



355 



360 



365 



Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 
l0 370 375 380 



15 



20 



Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He He Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 
405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 
420 425 430 



25 Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin Tyr Lys Glu 
435 440 445 



Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 



30 



450 



455 



460 



35 



40 



lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 

465 470 475 480 

Asp_ Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 

485 490 495 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 

500 505 510 



45 Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 
515 520 525 



so 



55 



60 



65 



Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 
530 535 540 

Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 
545 550 555 560 

Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 
565 570 575 

Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 
580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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600 605 



Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Gly 
610 615 S20 

Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin Ala Leu Ser 
625 630 635 640 

Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn lie He Leu Asp Asn Lys Pro Leu 
645 650 655 

Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 
66 ° 665 670 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg Gly Pro Gin 
675 680 685 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu Val Pro Arg 
690 695 700 



Gin 
705 



<210> 7 

<211> 1076 

<212> DMA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73).. (834) 



<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala 
1 S 10 

age tec ggt att gga gca get aca get gtg ttc eta teg aaa eta ggc 159 
Ser Ser Gly He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 



gct l ct f tg aC9 " a cgt aac gtc gag aat ctt aa 9 a " 9" 

Val 
45 



- - " = a'-" »»a ^i-v. aag aaa gcc 

Ala Ly 5 Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val 
30 35 40 



207 
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agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gec gec gac 255 
Ser Gin Asp Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp 
50 55 60 



tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age acc att gat 
Leu Thr Lys Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp 
10 65 70 75 



so 



ss 



303 



aaa tac ggc caa ctt gac gtc ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
15 eo 85 90 

act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gee cag tac gac agg tta atg 399 
20 Thr Gly Ser Ile Glu ten Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
95 100 105 

aat aca aat gtg cgc tea att tat tac tta acc atg ctg gca gtc cca 447 
as Asn Thr Asn Val Arg Ser lie Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 
110 115 120 125 

cac ctt etc aaa acc aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 495 
His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 
130 135 140 

35 ggg ate agg tct ttc cct ggt gta ctg get tac aat gtt teg aag tea 543 
Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 
145 150 i5 5 

w get gta gat cag ttt aca aga tgt gtt gca ctt gaa ttg gee ccg aaa 591 
Ala Val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lvs 
16 <> 165 170 

« ggg gta cga gtt. aat tgt gtg aat cca gga gtc att ttg aca gaa ctg 639 
Gly val Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val lie Leu Thr Glu Leu 
175 180 185 



60 



65 



gtt gca get act att get ttc ttg gee agt gaa tta gca age aat ate 
Val Ala Ala Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn lie 
225 230 235 



687 



cag aag cgt ggg ggt ttg aac gac cag cag tat gca gca ttt ctg gag 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
190 "5 200 205 

aga acc aag gag aca cat gee ttg ggc egg ccg gga aaa ccg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 
210 2 is 220 



783 



30 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 



1076 



<210> 8 
<211> 254 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 8 

Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val lie Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 

He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 
20 25 30 

Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 
35 40 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr lie Ala Ala Asp Leu Thr Lys 
50 55 60 

Glu Lys Asp lie Glu Asn lie Val Lys Ser Thr lie Asp Lys Tyr Gly 
65 70 75 * 80 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 
85 90 95 

lie Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 
100 105 no 

Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu 

120 125 

Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 
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130 .135 140 

Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser Ala Val Asp 
145 150 155 i 60 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 
165 170 175 

Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 
180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 
195 200 205 

Glu Thr His -Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 



210 215 



220 



Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 

Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 
245 250 

Patentanspriiche 

1 . NukleinsSure, kodierend fllr ein allergenes Polypeptid, umfassend 

S^rSS Son tit 7 ****** SeqUenZe " eb ^ *» 

Wane von einer Sequenz gemSB (a) auf Gnmd der Degeneration des genetischen Codes abweichende Se- 

(c) eine Sequenz mil einer IdentilSt >80%zu einer der Sequenzeo von (a) oder/und (b) oder 
brid£ "* dnEr SeqUen2en Senm < a >- W odeiAmd < c ) ™ to stringenten Bedingungen hy- 
Seq^kS UmfaSSCnd dneD Beidch ' derflirdn Polypeptid mil einer SEQ ID No. 2, 4. 6 oder 8 daigestellten 

*,^T^ teS ^ A '^ Ckii } < ? aS 00 Nuk ^^™^. «B» Rlr ein Polypeptid kodiert, das die Antigeni- 

TOm^T^ T . Amux>saurese< l uenz » der SEQ ID No. 2, p33 mil der AminosSuresequenz to der 

^ ™ «'w„?'t r A™ 5 "^^ in der SEQ ID No. 6 oder p27 mil der Amtoosauresequenz in der 

seonenz M«J^ r ^ UO P° den *S^ tet ist - 0>) dne Nukleotidsequenz, die rait einer Nukleotid- 
sequenz (a) unter stnngenten Bedingungen hybridisien, aufweist 

t^^^?" ? NA ." MolekaI nach einem te AnsprOche 1-3, das one Nukleotidsequenz umfaBt, die fur ein 
Polypepud kodiert das erne anUgene Kreuzreaktivitat und eine Identita > 50% mil demp40 Allergen, dem p33 All- 
ergen, dem P»4 Allien oder dem P 27 Allergen oder ihren Horaologen aus anderen Artopoto teritt 

iJSssss? 1,18 Dach einem Ansprflche ^ in operadver «* — Ex ~ 

6 Rekorabinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Klonierungssystem, die cine Expressionskontiollsequenz be- 
^ die operahv out einem rekombinanten MolekUl wie in Anspruch 3 oder 4 beschrieben. verkniipftisL 

7 RekorrimanterExr^onsvektor. der eine fcpressionskonlrolkequenz besitzt, die funktionell rait einer Nu- 

Sg^/SK TlZsZ S ngentCn BCdjn8Ungen * d " r ™*°>^™ hybridisiert, ™ - * 
J^tafonniert mil einer Nukleinsiiiire nach einem der AnsprUche 1-4 oder einem \bktor naeb einem der 

9. Allergenes Polypeptid, kodiert durch eine der Nukleinsatiren nach einem der AnsprOche 1^» 

ergei SeSv^ PnlCh 9 ™ mSEQW No " 2, 4, 6, oder 8 daiges.ellten AminosauKsequenz oder all- 

12. Polypeptid nach einem der AnsprOche 9-11, dadurch gekemozeichnct, dassesmit einem beterologen Peptid 
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oder Polypeptid fusiamert ist 

13 Ein Polypeptide nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das heterologc Peptid oder Polypeptid eine 
zeUulosebindende Domane, p-Galaktosidase oder Glutathion S-Transferase ist roiypepuaeme 

14. Weodung eines Polypeptids nach Anspruch 9-13 oder von Fragmenten ekes sokhen Polypeptids al, Immu- 
nogenzurHerstcllungvon Aatikorpeni. V 

15. Antikaiper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspriicbe 9-13. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend: 

(a) eine NukleinsSure nach einem der Anspriiche 1-4, 

(b) einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspriiche 5-7 

(c) eine Zelle nach Anspruch 8, 

(d) ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 9-13 oder/und 

(e) einen Antikorper nach Anspruch 15. 

P itSriSls einer ZuSaBUDBnsetz,m g nach Anspruch 16 znr Herstellung eines diagnostischen und/oder thera- 

18. Vtrwendung nach Anspruch 17 fur die Therapie odei/und Diagnose von allagischen Erkrankungen. 

I™. 8 ! n*SP°se, bevorzugt id vitro, einer Alleigie gegen Arthropodenproteine, wobei man eine Probe 

Z tt 8 ?A™ D1 ^ t i? ten ' " g<*en das Arthropodenpnrtrin vennutet werden^t 
^ Polypepbdnach Ansp^h 6-1^ 

^ An^±^T r ^ deD, /° lypeptid wonach der Komplex gemessen tird und zu der Menge 

^ ^f^T m dCTPr0be m Beziehun e 8«etzt wild, wobei ein erhohter Spiegel als Zeichen einer Atagie S 
das Arthropodenprotein gewertet wild, die das Polypeptid enthalt. uicr /uicigie gegen 

20. Wahren zurMessung, voraigsweise in vitro, einer zellulamn Immunieaktion, wobei ein rekombinantes oder 

21. \Wahren zurBestimmung von Arthropodenalleigenen in Proben aus der Umwelt des Menschen dadurch E e- 
kenn^hnet, dass man die Aiginmkinaseaktivita (EC 2.7.3.3) in den Proben bestimmt 8 
ktn^Slh^rf^ r i ^l^^ C ^ naUeiJ5enea m Proben aus <** Umwelt des Menschen. dadurch ge- 
^hT^ht^^ 

23. Mrfahren zurBestmimung von ArthropodenaUeigenen in Proben aus der Umwelt des Menschen dadurch re- -» 
M^SSSStET * gckennzetchnet, dass man das Vbmandensein eines p40 Homologen aus 

^It^^T^ dDES das ein synthetisches oder rekombinantes Polypeptid nach An- 

^^^^^^^^^^^^^^ » 
oL ^t^^^-^ A f^ iDriU£ls ^ *e passiveoder akti ve Imnn.ntben.pie. das solche Fragment* 
M £SSE£a^ ^yP^ds^Erfindung enthalt, die zwar ein Bpitop oder mehX Epitope, Jta£2 
IgBJgG oder IgA-Epitope, des p40, des p33. des p84, oder des p27 AU^eiis oderihrerHonwCe^mfas^n 
V V^Z n t geSchran ^ n MaB einer ana^ylakti^hen ReakTn SS ' « 

Sh^Z^T" ^" 1 ^!^ ^H^^g ei°es Anmeimittels oder/und eines diagnostischen Mittels zur 
Behandhing V on allerg.schen Erkrankungen oder/und znr Bestimmung von Allergenen. 

Svo^uS^ - 
30. Allergen, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eine Atgininkinase handelL 

ierSh^V SPfUCb 30> dadUrcb 8ekCnnZeichnet ' daS6 « « ch ™ eine Atgininkinase aus einer Motte oder 

Hierzu 11 Seite(n) Zeichnungen 50 
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Fig. 3 



X TCAAGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 



25 ATGGTGGATOCCGCTACCCTTGAG&AATTGG 
1MVDAATLEKLBAGFSKLAAS 

85 GACTTCAAAGTCGCTGCTGAAGAAATACCTCACC^ 

21 DS K S L LKKYLTREVPDALKN 

145 AAGAAGACCTCJITTTGGTTCAACTCTCCTGGATTCT^ 
41KKTSPGSTLLDSIQSGVENL 

205 CATTCGGGTGTTGGAATTTATGCCCCAGATGCTGA 
61HSGVGIYAPDAEAYVVFADL 

265 TTCGACCCCATCMTGAAGATTACCAC^ 
81 F D P I IS DYHNGFKKTDKHPP 

325 AAGAACTGGGGAGATGTTGAGACCXTrCG^ 

101 KKWGDVBTLGNUDPAGBFVV 
385 TCCACCTOTGTCCGKTrcCGGTCXSCTCCATGGAAGGCTACC 

121 STRVRCGRSMEGYPFNPCLT 
445 GAGGCCCAATACAAGG7U\ATGGAAGAGAAAGTCTCCTC 

141 EAQYKEMEBKVSSTLSGLEG 
505 GAACTGAAAGGCACCTTTTTCCXACTCACAGGCA 

161 ELKGTFFPLTGMSKETQQQL 
565 ATTGATGACCACTTCCTGTTCAAGGAGGGTGATC 

181 IDDHFLFKEGDRFLQAANAC 

625 CXjCTTCTGGCCCTCCGGTCGTGGCATCTAC CACAATGAGAACAAGACTTTCCTGGTATGG 
201 RFWPSGRGIYHNENKTFLVW 

685 TGCAATGAGGAGGACCACCTCCGTCTGATCTCCA^^ 

221 CNBEDHLRL1SMQMGGDLKQ 
745 GTGTACAAGAGGCTGGTGAGGGGAGTGAAOSACATCGCG^ 

241 VYKRLVRGVNDIAKRIPFSH 
805 AACGAGCGGCTGGGCTTCCTGACTTTCTGCX^ 

261 NERIiGFIiTFCPTNLGTTVRA 
B65 TCGGTGCACATCAAGCTXSCCCAAGCTGGCGGCCGACAAGGC^^ 

281 SVHIKLPKLAADKAKLEEVA 

925 AGCAAGTACCACCTGCAGGTGCGCGGCAC CCGCGGCGAGCACACGGAGGCCGAGGGCGGC 
301SKYHLQVRGTRGEHTEAEGG 

985 GTCTACGACATCTCCAACAAGAGGOGCAI^ 

321 VYDISNKRRMGLTEYBAVKE 

1045 ATGTACGACGGCATCGCTGAACTGATCAAAATCGAGAAATCCCTGTAAG 
341 MYDGIAEtlKlEKSL* 

1105 TCTCGCGCTATCAGTATTTTTTGTATTATTTATCGTTT^ 

1165 GGGGCGAGGGOTACACTAGTCAGCGGCCTTGAGCGGGG^ 

1225 ATACTCTTTCGTAAAAGTATTGTCTATAAGGAAATGGAAAATAA 

1285 GACAAAAAAA 
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IntCI. 7 : C 07 K 1Q/00 

OffenlBgungstog: 14. Marz 2002 

Fig. 4 

1 ACAGGACAGTAGACACACAAAGCCACCACCATGQACQCGATCAAGAAQA^ 

1 mdaikkkmqa 

61 ATGAAGCTGGAGAAG^CAACGCTTTGGACCGCGCTGCCATC 

HMKLEKDNALDRAAMC TqQA X 

121 GACGCCAACCrcCGTGCTGAGAAGGCCGAGGAGGAGGCCAGA^ 
31DANLRABKAEBEARQLQKKI 

181 Ctt^GATTOAGAACGATCTGGACCAGACGCA^ 
51QTIENDLDQTQEALMQVN A K 

241 CTGOAAGAGAAAGAGAAAGCTCTTCAGAA^ 
71IiEEKEKALQNABSEVAALNR 

301 CCTATCCAACTGCTOGAAGAGGACCTCGAGATO CACA 
91RIQLLEEDLBRSBERLAT A T 

361 GCC^CTGTCCGAATOCAGCCAGGCTGKXC^T^^ 

111 AKLS E ASQAADE SBRARKV L 
421 <^G1W^G(JJ^T^ 

ENRSLADEBRMDALENQLKE 
481 GCCAGGTTCCTTGCTGAGGA^ 

151ARFLAEEADKKYDEVARKLA 
541 ATCGTTGAG<Krr^CCTGGAGCGCGCGGAG«^ 

17XMVEADLERAEBRAESGESKI 
601 OTCGMCTTGAGGAAGAACTGCGCX3TGGTTGGCAACAACTO 

ISIVELBEELRVVGNNLKSLEVS 
661 <3AGGAGAAGGCCAAC£IAACGTGyM3G 

211EEKANQRBEEYKNQIKTLTT 
721 CGCCTAAAGGAGGCTGAGGCO^CTO 

231RLKEAEARABFABRSVQKLQ 
781 MGMGG^ 

^biKEV DRLRDELVAEKEKYKDl 
841 GGTCACC^^ 

^/lGDDLDTSPVELILKE* 
901 CMTCACCTGGGCCTGTCXX^TGCGGGGCAG^ 
961 CCGCCAGCGATOCAACATCTGTACAGATXnTATATO 
1021 TAAATCTATAGTTTTATGGCGGTATTTAT 
1081 TATTTAAAAAAA 
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Fig. 5 



1 GGTGQQTGQACGATGAAQACTQTCCTGATCTTAGCTGGCCTCXSTGGCCCTGGC 

1 MKTVLILAGLVALAAG 

61 AACACCTTCCCGOTATTCAGArATGACCACGTCGTU^C TAGAAAATTGGAAGGAGACCTT 
17NTFPVFRYDHVBTRKLEGDL 

121 TTACAGTACCTGTCQAAATTTCTGTCTCTTCTTQAGAATG TGAGACAGA!ZTGACTACGAA 
37LQYQSKFLSLLENVRQIDYE 

181 GCGGAGTACTACAAAGTTGGCAAGGGTTACGACATC^ 
57AEYYKVGKGYDIVASIBNYS 

241 GACCAAGATGCAGTCAGGGCGTTTGCTGGTCTTCGAGAAAT^ 
77DQDAVRAFAGLREIGFMPKA 

301 TACACATTCTCCATTTTCTACGACAGGCAGAGAGAAGi^ 
97YTFSIFYDRQRBEAKIIY0L 

361 TTCTACAGCGCTAAAGATTTGGACACTTTC^^ 

117FYSAKDLDTFYKTVAYGRIY 
421 TTC^CGAGTATCAGTTCATGTATGCTTTCTATGCTC 

137 FNEYQFMYAFYAAI IQRSDT 

481 ACAGGAATCGTCTTACCAGKrrcCATATGAACTGTATC CTGAATATTTCTTGAACArGTAT 
157 TGIVLPAPYELYPEYFLNMY 

541 ACGATCCAAAGAATGTACCGAACACAGATGCAAAGTGGTATATTCAATGA 

177 TIQRMYRTQMQSGI F N E E V A 

601 AGTAACTATGGTATCTGGAAGATGGATAATAACTACTATTATTACTAC^ 
197SNYGIWKMDNNYYYYYNYSN 

661 CCCTTGAOGTACAGAAATCAGGAGTACAGATTGTCT 

217 PLTYRNQEYRLSYLTEDIG W 
721 AACTCTTACTATTACTACTTCCACAATCTTATGCCT^ 

237 N8YYYYFHNLMPFWGKGEDF 
781 ATTGGTATCTTCAAGGAACGCCGTGGAGAATTCT 

257 IGI FKERRGBFYYYFYQQLIj 
841 TCTCGTTACTACCTTGAGCGTTTGAGTAATGGCTTGG^ 

277 SRYYLBRLSNGLGEIPDFSW 

901 TACCAACCTCTGAGGAGTGGTTACTATCCAGCTATATATACGAGCTCAGCCT 
297HQPLRSGYYPA1YTSSAYPF 

561 GCTCAACGTCCCAACTATTATTACATGGGAACTGAAGAAAATGT 

317AQRPNYYYMGTEBNVDYIQF 

1021 CTTGATGCTCAGGAAAAGAGCTTTGTGCAATTTC^ 
337 LDAQEKS FVQFLQIGQFKAF 

1081 AAACAAGATGTAGACTTCCGCAACTCCAAGTCAATAAACl^ 
357 KQDVDFRNSKS INFVGNFWQ 

1141 GGAAACCCGGACCTGTACGATAAGTAOXiAAGGGAAOT 
377 GNPDLYDKYGREVNYDDSYB 

1201 ATCATCGCTCGCCGCGTGCTTGGTGCTC 
337 IIARRVLGAAPPTSDNYBFV 

1261 CCGTCTCCTCTGGACITCTACCAGACTTCACTT^ 
417 P5ALDFYQTSLROPA FYMLY 
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IntCI. 7 : C07K1Q/00 
Offunlegungstag: 14. Marz 2002 

1321 AACAAGATCATGAGCTACATT^ 

437 NKIMSYIVQYKEWLEPY D QE 

1381 GTACTTCACTACTCCX^TGTCAAGATCAATGACCT 
457 VLHYSQVKINDVSVGNLT TF 

1441 TTCSAGTACTATGACTTCAAC6CCACCAATGKJVGTTTTCTTM 
477 PEYYDPNATHAVFLSt)QE I Q 

1501 C^CAATATTCTTCATTCATCGTACGTCA^^ 
497 QQYSSFIVRQPHliNHEP F S V 

1561 ACCATCGATGTTAAGTCTG^CGTTGAGGCC^AAGCGTACTT C^UVGATCTTTGTTGGTCCT 
517TIDVKSDVEAEAYFKIF V G P 

1621 AAATATGATGGAGAAGGTCGCCCTCTTAGCTTGGAA^ 
537 KYDGEGRPLSLEDNWMNFVE 



1681 



TTGGACTGGTTCACCCACAAATTGACGTCAGGACAGA^ 
557 LDWFTHKLTSGQNKVB rT SE 

^il ^TTCTrCTTCTTTAAAGAGGAG^CGTCT^ 

EFFFFKEDSVSMSKI YELLK 

16 01 CAGGGCCAGGTACXTTGAAAGCATGrCCGAAGACTAOTACTCTATGC CAAGCAGACTGATG 
597 QGQVPESMSEDYDSMPSRLM 

1861 TTGCCCAGAGGCACTCOMGTGGTTTCX:CTGTACM 
617 LPRGTPGGFPVQFFVFVYPY 

1921 CAAGCTCTCAGCAAAGACCTAGAGGCTATGAAGAATAT C^TCCTTGACTU^CAAACCtTTG 
637 QALSKDLBAMKNII I* D N K P ' L 

1981 GGCTATCaT^CCCTCCT^ 

657GYPFDRPVBYPYLFLQPNMY 
2041 m**^^ 

677 FEDVKXYHRGPQ YPWWSNGQ 

2101 TTCCGTCTGAATG^ 

2161 ATTTAAAGCTAGTAGAACACTATAGTCACAATAAAATAAAAATT^ 
2221 AAAAAAAAAA 
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IntCI. 7 : C 07 K 1*00 

OffenlBgungstag: 14. Marz 2002 

Fig. 6 

1 TJUkCTGTTATTGCTC^ 

61 TGCAAAATCATC^TGAATTT^ 

MNFAGKVVIVTGASSQ 
121 ATTWAGCAGCTACAGraTGTTC^ 
17IQAATAVFLSKLGAKLSL TG 

1B1 CGTAACGTCGAGAATCTTAAGAAAGTTAGTCAGGATTGCGAAAAATCCACCC^ 
37RNV BNLKKVSQDCEKS t q T H 

241 TACATCGCCGCCGACTTAACCAAAGAAAAAGATATTO 
57YXAADLTKBKDIBNIVKSTI 

301 GATAAATACGGC CAACTTCACGTCCTGGTCAATA^ 

77DKYGQLDVLVNNAGILBTGS 
351 ATCGAAAACACATCGITAGCCCAGTAC^ 

97 IENTSLAQYDRLMKTNVR Si 

i?7 T ^ACTTAAC(^TGCTCGCAGTCX:CAtt 

117YYLTMLAVPHLLKTKGNI V N 
481 GTATCTA^C^ 

137 V S SVNGIRS FPGVLAYNV S IC 



541 
157 



TCAGCTGTAGATCAGTTTACAAGATGTC 
SAVDQFTRCVALKLAPKGVR 
601 GTT^TTGTXS>tt 

177VNCVNPGVILTBLQKRQGLN 
661 

GKPEEVAATIAFLASBLASN 
ATCACTGGAGCCAGTGTGCCTGT^^ 
ITGA5VPVDG6RHAMCPR* 
841 TTTTAATAAAATACArOTTAATTTTITTTTTACT^ 

901 TTACAATGATCAAAGT(mrrAAAACCTTTTGAATATT^ 

961 ATAGATTAAGTAAAAAOSTTCATATACCTATAATTTCT^ 

1021 CATATATTTT6TTATAACCTTOTTATT1TAAAATAAAAACAAATAATAAAAAAAAA 



721 
217 

781 
237 
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Fig. 8 



101 71QM73 



ZEICHNUNGEN SEITE 10 



Nummer: DE 10041 541 A1 

IntCI. 7 : C 07 K 1400 

Offenlegungstag: 14. Marz 2002 




Fig. 9 
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